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LiCl/Urea 法により抽出された total RNA を使った cDNA ライブラリーの作成
豊 田　直 二（熊本学園大学社会福祉学部）
はじめに
　一般に細胞の核内の DNA をゲノム DNA といい、細胞の設計図の暗号が記録されている。
その暗号は転写酵素によって mRNA に転写され、転写された暗号はリボソーム上で翻訳さ
れ、蛋白質が合成される。しかし mRNA は非常に分解されやすく、取り扱いが難しい。そ
こで mRNA を鋳型として逆転写酵素を使って DNA に置き換えた物を complimentary DNA 
（cDNA 相補的 DNA）と言う。cDNA は二重らせん構造で、RNA より丈夫であり取り扱い
も容易になる。mRNA の塩基配列も写し取られているので分子生物学などの広い学問分野
で一般的に使われている。
　上記のように RNA を直接取り扱うのはとても難しい。その理由は RNA を分解する酵素 
（RNase） が身の回りに存在しているからだ。RNase は 100℃で煮沸したぐらいではビクとも
しない。RNA の実験前には RNase を取り除く作業が必要になる。RNase はガラス器具、実
験台、蒸留水、ヒトの指、汗、唾液などいたる所に存在している。ガラス器具、ピンセッ
ト、ハサミ等を 180℃で 3 時間焼き、蒸留水もジエチルピロカーボネートによる処理を行う。
実際の作業中にはディスポーザブル手袋を付けて行う。咳、くしゃみが出るヒトはマスクを
着用する。とても気の抜けない作業となる。しかし mRNA を cDNA に置き換えた後はその
ような煩わしい操作は不要になる。たとえ DNA 分解酵素（DNase）があったとしても煮沸
すれば取り除くことができる。
　ライブラリーは辞書を引くと図書館と出てくる。しかし元々は情報をたくさん集積してい
る物、所という意味だ（1）。cDNA ライブラリーは mRNA と蛋白質の情報をたくさん集積し
ているものということになる。このライブラリーから特定の cDNA を選別（スクリーニン
グ）することができる。スクリーングの手法は様々あり、すでに遺伝子組み換え技術では確
立した方法となっている。
　今回作成した cDNA ライブラリーも上記の RNase 除去操作を行ったが、RNA の抽出に
は通常と異なる方法を使用した。通常はグアニジン－超遠心法といい、その行程も煩雑で高
額な超遠心機とローターを必要とする。現在ではもっと容易に抽出できるキットも多くの
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メーカーから販売されている。しかしこれらの方法の欠点は RNA が組織の繊維に引っかか
り、収率に差がでることだ。特にニワトリの広背筋では通常の方法で RNA を採取するのは
難しい。また小さなニワトリ胚の心臓から効率よく RNA を取り出すにはより良い方法がも
とめられた。
　そこで塩化リチウム / 尿素（LiCl/Urea）法（2）を使ったところニワトリの広背筋からも胚
の心臓からも効率よく RNA を取ることができた。この方法を使って cDNA ライブラリーも
作成することができた。
材料と方法
LiCl/Urea 法
孵卵 8-12 日のニワトリ胚の心臓を約 10 コ取り出す。
5-10 倍量の 3M LiCl、6M Urea 溶液にいれ、ホモジナイズする（2）。
核を取り除くため 6,000 回転 / 分（rpm） 15 分回転する。核は遠心管の底に沈殿するので取
り除き、上澄みを採取する。
RNA は LiCl に結合し、DNA や蛋白質には結合しない。上澄みを 4℃でオーバーナイト （約
16 時間） 保存し、RNA と LiCl に結合させた。RNase 阻害剤 （inhibitor、タカラバイオ株） 
を加えた。原著では LiCl/Urea 溶液中では RNase は働かないと書かれているが、RNase 
inhibitor を 5-10 µl 加えた方が良い結果を得ている。
約 16 時間後、16,000 rpm、20 分、4℃で遠心した。遠心管の底に白い沈殿がべっとり付いて
いる。
300 µl の 10 mM Tris、1m M EDTA （TE）、pH8.0、65℃、5 µl RNase inhibitor で沈殿を溶
かす。
300 µl のフェノール / クロロフォルムを加え、攪拌する。
12,000 rpm、5 分、4℃で遠心し、上澄みをとる。
30 µl の 3 M 酢酸ナトリウムに溶かし、750 µL のエタノールを加え、ドライアイス上で
10-30 分冷却する。
13,000 rpm、15 分、4℃で遠心する。
沈殿を 50-100 µl の TE と RNase inhibitor に溶かし、濃度を測定する。
0.5 ml の吸光度用キュベット （セル）に 2µl の上記サンプルをいれ、
吸光度計で 260 nm と 280nm の吸光度 （OD） を測る。
OD260 × 40 × 1/2 （2µl sampl）× 1/2 （0.5 ml セル） =RNA µg/µl
OD260/ OD280 の比が 2-1.5 程度のなる。RNA の純度は良い。
3-5µl 程度電気泳動を行い、RNA が分解していないかを調べる。
グアニジン－超遠心法
　遠心チューブの底に 5.7M の塩化セシウム（CsCl）を入れる。
心筋を 6 M のグアニジン チオサイアネート、10mM のクエン酸ナトリウムで中ホモジナイ
ズし、充分に攪拌する。
攪拌した溶液を 5.7M の CsCl 上に重層する。
（2）
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スイングローターで 2 万 7 千回転、17 時間、20℃で超遠心する。
グアニジン液は取り除き、CsCl 溶液のレベルで遠心チューブをカットする。
RNA は見えないが 1-2ml の RNase free の水で溶かす。
この方法は多くのマニュアル本に掲載され、多くの組織から RNA を得ることができる。
Q 社 RNA 抽出キットによる方法はメーカーのマニュアル通りなので省略する。
結果
　LiCl/Urea 法、グアニジン－超遠心法および RNA 抽出キットで得られた total RNA を表
1 に示した。臓器 1g に換算してどの程度の total RNA が抽出されるかを比較すると LiCl/
Urea 法は 576.1、グアニジンチオサイアネート法は 181.2 および RNA 抽出キットは 374 と
なった（表 1. 12, 21, 27）。LiCl/Urea 法が最も高効率なことが分かった。3 つの方法はどれ
も特徴が有り、LiCl/Urea 法は 0.016-1.2g の少ない臓器から多くの RNA を取るのに適してい
る。Adult 前広背筋と後広背筋もこの方法で RNA を得ることができた（表 1. 10,11）。
　グアニジン－超遠心法は 0.4-5g の比較的多い臓器を処理して RNA を得ることが出来る
（表 1. 13-20）。出発重量は 1g 程度が最も効率の良いことを示している。しかし欲張って 5 ｇ
を処理するとたくさん取れるが、効率はあまりよくない（表 1. 14）。Adult 前広背筋と後広
背筋は処理しても RNA が全く取れない時もあった（表 1. 17,18）。
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グアニジンー超遠心法    
       muscle              weight (g)     total RNA (g)    効
率
（total RNA/重量）
13.  8 day cardiac muscle          0.4            130                 325 
14.  15 day cardiac muscle         5.0   
       1918                 384 
15.  Adult breast                 4.0            880                 220 
16.  Adult breast                 1.0           1500                1500 
17.  Adult 前広背筋   
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18.  Adult 後広背筋      
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0.6    
 
   
 
 46                  77 
21.  平均                     1            181.2               181.2 
  
 
Q 社  RNA 抽出キット  
        muscle              weight (g)       total RNA (g)   効
率
（total RNA/重量）
22.  8 day cardiac muscle          0.24            50                 208 
23.  8 day cardiac muscle          0.24            90                 375 
23.  8 day cardiac muscle          0.24            50                 208 
24.  8 day cardiac muscle          0.24            70                 292 
25.  8 day cardiac muscle          0.016            5                 313   
26.  11 day cardiac muscle         0.039          115                2949 
27.  平均                        1374                  374                        374  
 
表 1. 各 RNA 抽出法における total RNA 収量および効率の比較 
total RNA の収量効率は LiCl 法、グアニジンー超遠心法、RNA 抽出キット 
の順だった。 
 
 LiCl/Urea法とグアニジンー超遠心法には出発重量とRNA収量に緩い関係があった。 
出発重量が多ければ RNA 収量も多い傾向にあった。 
－
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　LiCl/Urea 法とグアニジン－超遠心法には出発重量と RNA 収量に緩い関係があった。
出発重量が多ければ RNA 収量も多い傾向にあった。
　RNA 抽出キットでは同じ出発重量から安定した RNA 収量があった（表 1. 21-24）。しか
し LiCl/Urea 法に比べて出発重量はそれほど違わないのに得られた total RNA は少なかった
（表 1. 1-9，22-24）。
　LiCl/Urea 法が少量 0.016-1.2 ｇの筋から 10-1,352µg の total RNA が抽出され、効率も最高
だった（表 1. 1-12, 22-24）。グアニジン－超遠心法も RNase inhibitor を加えるなど工夫すれ
ば、もっと安定すると思われた。RNA 抽出キットは筋には向いていなのかもしれない。線
維の多い組織用の RNA 抽出キットも有り、使ってみたが収量はあまり変わらなかった。
　図 2 はニワトリ胚の心臓の RNA の電気泳動像を示している。
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表 1.　各 RNA 抽出法における total RNA 収量および効率の比較
　total RNA の収量効率は LiCl 法、グアニジン－超遠心法、RNA 抽出キットの順だった。
図 2. 　8 日胚の心臓を LiCl/Urea 法で抽出した電
気泳動像 a と b 各ラインに 0.8µg の RNA を添
加し泳動した。1.5％のアガロースゲル、mops
泳動液を使用した。
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図 2. 8 日胚の心臓を LiCl/Urea 法で抽出した電気泳動像  
a と b 各ラインに 0.8g の RNA を添加し泳動した。1.5％のアガロースゲル、mops 泳
動液を使用した。 
 28S と 18S のリボソーム RNA が確認できる。抽出時の各ステップで RAase inhibitor
を加えているが、28S と 18S の間にやや濁った部分が有り、若干 RNA の分解が疑わ
れる。しかし 28S と 18S の状態から RNA は良好であり、mRNA も長いものが得られ
（4）
LiCl/Urea 法により抽出された total RNA を使った cDNA ライブラリーの作成
　28S と 18S のリボソーム RNA が確認できる。抽出時の各ステップで RNase inhibitor を加
えているが、28S と 18S の間にやや濁った部分が有り、若干 RNA の分解が疑われる。しか
し 28S と 18S の状態から RNA は良好であり、mRNA も長いものが得られていると思われる。
もし RNA が分解されていたら 28S と 18S のバンドが不鮮明になる。或いは多くのバンドが
現れる場合もある。この RNA を使ってライブラリーの作成することにした。ライブラリー
の作成は専門業者に委託した（3）。約 2 ヶ月後 cDNA ライブラリーが送られてきた。ライブ
ラリーと言っても、0.5ml のサンプルチューブに入ってしまうほど小さい。費用は約 40 万円
だった。この中にどのような蛋白質の cDNA が含まれているか、96 種類について塩基配列
を決定し、送られてきた。心筋蛋白質の cDNA が含まれており、確かに心筋のライブラリー
であることが分かった（表 2）。
　このライブラリーから筋蛋白質、例えばアクチンとトロポニンの cDNA を取り出すには
PCR 法が考えられる。
表 2 から
C08 myosin light chain 1（ミオシン軽鎖）、
D07 troponin I, slow skeletal muscle（遅筋トロポニン I）、
E12 actin, gamma 2, smooth muscle（遅筋アクチン）、
H04 tropnin C type 1 （slow）（遅筋トロポニン I ）、
H12 troponin C type 1 （slow）（ 遅筋トロポニン I ）、
など筋蛋白質が 5 － 4 種類が確認できた。これらの塩基配列は比較的短く、5’側の非コー
ディング領域まで cDNA が延びていて、完全長の cDNA であることが分かった。
（4） （5）
（13）― 13 ―
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表  2.　LiCl/Urea 法で RNA 抽出した 8 日胚心臓の cDNA ライブラリー 96 コの cDNA につ
いて塩基配列を決定した。
（6）
LiCl/Urea 法により抽出された total RNA を使った cDNA ライブラリーの作成
考察
　心筋からの RNA 抽出は LiCl/Urea 法が有効であることが分かった。初めの筋重量と RNA
の収量には相関関係がみられた（表 1）。しかし初めの筋重量が多くても RNA が多く取れる
とはかぎらなかった（表 1. 1-2, 10-11）。0.3 ｇ程度の筋重量から効率よく取れるようだ。
　グアニジン－超遠心法も出発筋重量と RNA 収量にも相関関係が有った。数 g の筋から 
mg 単位の RNA が取れた（表 1. 14, 16）。前広背筋と後広背筋は RNA が取れないことがあっ
たが、別の時には前広背筋と後広背筋から RNA が取れることもあった（表 1. 17-20）。RNA
収量 0 の原因は不明。前広背筋と後広背筋はグアニジンチオサイアネー溶液中で繊維状物
質が見えていて良く溶けなかったと思われた。また DNA や繊維状物質にひっかかり、遠心
チューブの底まで落ちてこなかったのかもしれない。単純な操作に見えてなかなか難しい。
遠心チューブの CsCl 層に RNase inhibitor を加えておくと良いのかもしれない。表 1 には最
近の 8 例しかないが、実際は数十例存在する。
　LiCl/Urea 法とグアニジン－超遠心法を比較すると、LiCl/Urea 法は 1g 未満の筋から
RNA を取るのに適しており、グアニジン－超遠心法は数グラムの筋から約 1mg の RNA を
取るのに適していると思われる。RNA 抽出キットは上の両法と比較すると安定した収量
だったが、出発重量からの RNA 収量が低いことが分かった。筋の RNA 抽出には適してい
ないのかもしれない。
　LiCl/Urea 法の操作は簡単に収率良く total RNA が得られる方法と考えられる。mRNA も
含まれており cDNA ライブラリーも作成できた。筋蛋白質の cDNA も含まれていた。遅筋
のアクチン、トロポニン I と C が含まれており孵卵 8 日胚の心筋は遅筋の筋蛋白質なのかも
しれない。親の心筋は速筋の筋蛋白質なので、胚から成長するつれて筋蛋白質は遅筋型から
速筋型へ isoform 変換をするのかもしれない。
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